201712.00760v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


* 1440，: doi 10.3969/j.issn.1673-4254.2015.10.14 J South Med Univ, 2015, 35(10): 1440 


-1445 


基础 研究 


手工 免疫 组 化 法 检 测 ALK 融合 蛋 日 在 非 小 细 肥 肺 瘤 中 的 表 
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摘要 :目的 探讨 手工 免疫 组 织 化 学 法 (IHC) 检 测 间 变性 淋巴 瘤 激酶 (ALK) 融 合 蛋 白 在 非 小 细胞 肺癌 (NSCLC) 中 的 表达 及 其 意 
义 。 方法 手工 IHC 检 测 519 例 NSCLC 中 ALK 融 合 重 白 表 达 , 分 析 ALK 融 合 和 蛋白 与 临床 特点 ,病理 特征 的 关系 ,比较 IHC 检 测 
手术 与 活检 标本 的 差异 ,探究 手工 IHC 与 全 自动 免疫 组 化 机 器 (Vantana) 法 ,荧光 原 位 杂交 (FISH) 的 一 致 性 。 结 果 ALK 融 合 蛋 
白 阳 性 率 为 11.37%(59/519) ,病人 较 年 轻 (P=0.048) ,以 腺 瘤 为 主 ,多 为 黏液 性 腺 瘤 亚 型 (P<0.01),ALK 阳 性 是 发 生 淋巴 结 转移 
的 危险 因素 [OR=2.188(95% CI:1.161~4.122) ];IHC 检 测 ALK 融 合 蛋 白 与 组 织 大 小 无 关 (P>0.05) ;手工 IHC 强 阳性 病例 与 


Vantana IHC FISH 有 一 致 性 。 结 论 手工 IHC 法 能 够 成 为 条 件 不 足 的 基层 医院 筛 查 ALK 重 排 的 可 靠 手 段 。 
关键 词 : 肺 肿瘤 ; 非 小 细胞 肺癌 ; 间 变 性 淋巴 瘤 激 酶 ;免疫 组 织 化 学 


Manual immunohistochemistry for detecting ALK gene fusion antibody in 519 cases of 


non-small lung cancer 
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Abstract: Objective To investigate the expression of anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene fusion antibody in non-small cell 
lung cancer (NSCLC) and explore the clinicopathological significance. Methods Using manual immunohistochemistry (IHC) 
with D5F3 rabbit monoclonal antibody we detected the expression of ALK gene fusion Protein in 519 cases of NSCLC. The 
relations of ALK fusion protein with the clinical characteristics of the patients and the histological classification of the tumors 
were analyzed. The expressions of ALK fusion Protein were compared between surgical specimens and biopsy samples, and 
the consistency of manual IHC results was evaluated with the results of a fully automated IHC instrument and fluorescence in 
situ hybridization (FISH). Results The positivity rate of ALK fusion protein was 11.37% (59/519) among the cases detected by 
manual IHC. The patients tended to have a young age of onset (P=0.048) and most of the tumors were adenocarcinoma. In the 
surgical specimens, ALK fusion protein was expressed mostly in invasive mucinous adenocarcinoma (P<0.01), and it was a 
high risk factor of lymph node metastasis [OR=2.188(95%C.1:1.161-4.122)]. No statistical difference was found in the test results 
of manual IHC between surgical specimens and biopsy samples. The results by manual IHC suggesting a strong expression 
were consistent with the results by automated IHC and FISH. Conclusion Manual IHC can be reliable for screening ALK 


fusion arrangement in patients with NSCLC. 
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根据 GLOBOCAN 2012 年 全 球 癌症 发 生 率 、 死 亡 
率 调 查 显 示 " ,肺癌 是 全 球 发 病 率 最 高 且 致 死 率 最 高 的 
癌症 , 非 小 细胞 肺癌 (None-small cell lung cancer, 
NSCLC) (包括 腺 癌 、 鳞 状 细胞 癌 、 大 细胞 冶 ) 发 病 率 占 
肺癌 发 病 率 85%”。 目 前 已 经 发 现 多 种 NSCLC 的 驱动 
基因 ,这些 驱动 基因 主要 为 受 体 酷 氨 酸 激酶 基因 ,它们 
编码 的 受 体 酷 氨 酸 激酶 蛋白 在 肿瘤 增殖 .转化 中 起 到 重 
要 人 作用。 研究 发 现 5% 的 NSCLC 由 间 变 性 淋巴 瘤 激 
酶 (anaplastic lymphoma kinase, ALK) 基 因 重 排 引起 3。 
ALK 基因 位 于 2 号 染色 体 (2p23), 它 编码 的 ALK 和 蛋白 
属于 胰岛 素 受 体 家 族 %。 当 ALK 基因 发 生 重 排 ,会 激活 
酷 禹 酸 激酶 区 ,从 而 激活 下 游 包括 PI3K/Akt 和 丝 裂 原 
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活化 蛋白 激酶 (MAPK) 通 路 ,抑制 细胞 凋 亡 和 促进 细胞 
增值 ,导致 肿瘤 发 生 "”。ALK 酷 氨 酸 激 酶 抑制 剂 
(ALK tyrosine kinase inhibitors, TKIs) 能 够 有 效 抑 制 
突变 的 ALK 激 酶 区 ,使 一 系列 导致 肿瘤 发 生 的 细胞 传 
导 通 路 无 法 进行 ”, 有 效 治 疗 肺癌 ” ,美国 FEDA 已 经 批准 
ALK-TKI 克 哗 蔡 尼 (crizotinib) 作 为 局 部 晚期 或 转移 性 
NSCLC 患 者 用 药 ”。 但 是 ALK-TKIs 目前 证 实 仅 对 
ALK 融合 重 排 .ROS1 融合 重 排 "MET 扩 增 沾 有 治疗 
效果 ,而 且 价 格 昂 贵 ,所 以 对 于 NSCLC 病 人 ,正确 选择 
检测 ALK 基 因 重 排 的 方式 非常 重要 。 

目前 有 多 种 检测 ALK 基 因 融 合 重 排 的 手段 ,包括 
荧光 原 位 杂交 (FISH) 全 自动 免疫 组 化 机 器 法 
(Vantana IHC) 及 实时 定量 菊 光 PCR(qRTPCRJ) 等 ,其 
中 因为 FISH 能 检测 出 ALK 基 因 发 生 的 所 有 断裂 再 融 
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合 ,所 以 被 认为 是 检测 ALK 基 因 融 合 的 “ 金 标准 ”2 。 
但 是 FISH 存 在 局 限 性 :常规 FISH 方 法 需要 计算 不 少 于 
50 个 肿瘤 细胞 所, 所 以 对 于 组 织 量 少 的 标本 (例如 穿刺 
活检 标本 ),FISH 不 能 操作 。 此 外 FISH 成 本 较 高 ,并 需 
要 配备 专业 技术 操作 人 员 ,在 条 件 不 具备 的 医院 难以 开 
展 忠 。gqRT-PCR 法 敏感 性 .特异 性 高 ,但 是 有 可 能 漏诊 
未 知 融合 类 型 呈 。 因 为 ALK 基 因 融 合 后 ALK 酷 氨 栈 
激酶 区 被 激活 ,表达 ALK 融 合 基因 和 蛋白 增加 ,所 以 使 用 
IHC 方 法 能 够 检测 出 ALK 融 合 基 因 和 蛋白 号 。Vantana 
IHC 具 有 催化 信号 放大 系统 “ ,能 增加 表达 强度 ,但 是 
成 本 较 高 ,在 条 件 不 足 的 医院 难以 开展 。 传 统 手 工法 
IHC 具 备 IHC 优 点 :所 需 标本 数量 少 、 经 济 . 易 操作 ,可 
作为 大 量 得 查 ALK 融 合 重 排 的 手段 ,可 是 准确 性 有 竺 
探讨 。 

本 实验 采用 手工 IHC 检 测 NSCLC 中 ALK 融 合 基 
因 表达 情况 ,分 析 ALK 基 因 融 合 产物 与 临床 特点 ,病理 
特征 的 关系 ,比较 IHC 检 测 手术 标本 与 活检 标本 的 差 
异 , 探 究 手 工 IHC 法 与 Vantana IHC FISH 一 致 性 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 收集 

收集 广州 医科 大 学 附属 第 一 医院 病理 科 2012 年 5 
月 ~2014 年 2 月 NSCLC 标 本 共 519 例 。 所 有 病例 均 经 
IHC TTF-1、NapsinA、CK7、p63、CK5/6 明确 诊断 。 根 
据 2004 年 WHO 肺癌 分 类 "2 和 2011 年 国际 肺癌 研究 学 
会 (IASLC) .美国 胸 科 学 会 (ATS) 和 欧洲 呼吸 学 会 
(ERS) 在 胸部 肿瘤 杂志 上 公布 的 肺 腺 癌 新 分 类 于 ,由 2 
位 资深 病理 医生 重新 双 育 法 阅 片 ,并 进行 组 织 学 分 类 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

手工 IHC 一 抗 使 用 Cell Signaling Technology 公 司 
D5F3 免 单 克 隆 抗 体 ,二 抗 采 用 Dako 公 司 Envision 试 剂 
盒 。Vantana IHC 一 抗 使 用 Vantana ALK 免 单 克 隆 抗体 
(D5F3 ) ,二 抗 使 用 Optiview DAB IHC detection 试 剂 盒 
和 Optiview Amplification 试剂 盒 。FISH 采 用 雅培 
(Abbott) Vysis LSI ALK Break Apart Rearrangement 
Probe 试 剂 盒 。 组 织 芯 片 制作 使 用 手动 组 织 芯 片 取样 枪 
〈 信 森 , 广 州 洁 利生 物 医 药 公 司 )。 机 器 免疫 组 化 使 用 
BenchMark XT(Roche) 全 自动 免疫 组 化 仪 。 
1.3 实验 方法 

手工 IHC: 组 织 标本 用 10% 中 性 缓冲 福 尔 马 林 固 
定 , 石 蜡 包 埋 ,4 pnm 厚 切片 。 和 常规 脱 蜡 水 化 ,3% H2O， 
阻 断 内 源 性 过 氧化 物 酶 , 构 析 酸 绥 冲 液 高 温 抗 原 修复 ， 
一 抗 37 5 孵育 1 ,冲洗 后 滴 加 二 抗 ,37 孵育 30 min， 
DAB 显 色 , 苏 木 精 复 染 , 冲 洗 后 梯 酒 精 脱 水 、 二 甲 茶 透 
明 ,中 性 树胶 封 片 。ALK D5F3 抗 体 ( 按 1:50 稀 释 )。 
用 已 知 ALK FISH 阳性 病例 作为 阳性 对 照 ,PBS 代替 一 
抗 作为 阴性 对 照 。 


Vantana IHC: 选 取 手 工 IHC 阳性 及 阴性 病例 组 织 
量 块 进行 常规 HE 染色 ,定位 肿瘤 区 域 。 选 取 直 径 2 mm 
肿瘤 区 域 ,使 用 手动 组 织 芯片 取样 枪 提取 晴 柱 ,注入 晴 
模 , 构 建 组 织 芯片 。 组 织 芯 片 常规 石蜡 包 埋 ,4 hm 厚 切 
片 , 置 于 全 自动 免疫 组 化 仪 。 用 已 知 ALK FISH 阴 性 病 
例 作为 阴性 对 照 。 

FISH: 组 织 标本 用 10% 中 性 缓冲 福 尔 马 林 固 定 , 石 
晴 包 埋 ,4 nm 厚 切 片 。 常 规 脱 蜡 ,100 %C 热 处 理 20 min， 
37 C 预 热 重 白 酶 K 消 化 5 min,2xSSC 清 洗 ,暗室 内 滴 
加 探 针 , 封 片 后 放 入 杂交 仪 ,75 % 8 min 变 性 ,42 % 16h 
杂交 。 去 除 封 片 胶 ,先后 放 入 46 C 预 热 2xSSC、NP40 
洗 脱 , 滴 加 DAPI、 封 片 , 严 光 显微镜 下 观察 结果 。 
1.4 结果 判读 

手工 IHC:ALK 和 蛋白 免疫 组 化 阳性 产物 定位 于 细 
胞 质 ,以 细胞 质 内 出 现 棕 黄 着 色 及 棕 黄 色 颗 粒状 物 为 阳 
性 。 阳 性 1+: 肿 瘤 细胞 呈现 微弱 或 模糊 的 细胞 质 着 色 ; 
阳性 2+:>5 多 的 肿瘤 细胞 呈现 中 度 细胞 质 着 色 ; 阳 性 
3+:>5% 的 肿瘤 细胞 旦 现 颗粒 状 细胞 质 强 着 色 ; 阴 性 : 肿 
瘤 细胞 无 着 色 。 

Vantana IHC: 阳 性 :肿瘤 细胞 呈现 颗粒 状 细胞 质 强 
着 色 ; 阴 性 :肿瘤 细胞 无 或 微弱 细胞 质 着 色 "”。 

FISH: 观 察 100 个 肿瘤 细胞 ,统计 桔 黄色 信号 和 绿 
色 信 号 分 离 个 数 或 3 ? 端 单 桔 色 信号 >15 个 为 阳性 ”。 
1.5 统计 学 处 理 

所 得 数据 采用 SPSS 20.0 软 件 分 析 ,计数 资 料 进行 
站 检验 Fisher 确切 一 致 性 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 


AMA -ar AN 
学 局 义 。 


2 结果 
2.1 标本 的 临床 特点 

总 共 收 集 病 例 519 例 ,年 龄 由 18~90 岁 ,中 位 年 龄 
为 60 岁 。279 例 男性 ,240 例 女性 ,性 别 比 为 男 : 女 = 
1.16:1。 
2.2 标本 的 组 织 学 特点 

519 例 非 小 细胞 肺癌 ,434 例 为 经 手术 切除 标本 ,84 
例 为 活检 标本 。 手 术 切 除 标 本 腺 癌 404 例 (2 例 原 位 总 ， 
11 例 微 浸润 腺 癌 ,387 例 浸润 性 腺 癌 ,4 例 转移 性 腺 癌 ); 
大 细胞 癌 5 例 (2 例 复合 性 大 细胞 癌 ,1 例 透明 细胞 癌 ,1 
例 基底 细胞 样 癌 ,1 例 淋巴 上 皮 况 样 细胞 癌 ); 鳞 状 细胞 
癌 19 例 (13 例 原 发 肺 鳞 状 细胞 癌 ,6 例 转移 性 鳞 状 细胞 
癌 );7 例 腺 鳞 癌 。84 例 活检 标本 经 多 种 活检 方法 收集 ， 
76 例 CT 引导 经 皮 肺 穿刺 活检 标本 ,4 例 锁骨 上 淋巴 结 
活检 ,2 例 胸 膜 活检 ,2 例 纵隔 活检 。 活检 标本 的 组 织 类 
型 ,69 例 腺 癌 ,13 例 鳞 状 细胞 癌 ,1 例 腺 鳞 癌 ,1 例 淋巴 上 
2.3 手工 IHC 检 测 ALK 融合 蛋白 表达 

手工 IHC 检 测 ALK 融 合 蛋 白 在 非 小 细胞 肺癌 中 的 
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表达 ,阳性 定位 在 肿瘤 细胞 的 胞 质 中 , 低 表达 (1+) 时 呈 
弥漫 轻 度 棕 黄 色 , 高 表达 (2+,3+) 时 时 弥漫 中 度 至 颗粒 


C 


1 手工 IHC 检 测 ALK 在 NSCLC 中 的 表达 


状 棕 黄 色 。 巨 噬 细 胞 .肿瘤 细胞 腺 腔 中 的 黏液 可 出 现 微 
弱 着 色 ,其 余 非 肿瘤 细胞 未 出 现 着 色 ( 图 1)。 


Fig.1 Detection of ALK expression in NSCLC using manual IHC (Original magnification: x 
400). 4: Negative sample showing no cytoplasmic reactivity in the tumor cells; B: Mild 


ALK positivity (+) shown by mild cytoplasmic reactivity in the tumor cells; C: Moderate 
ALK positivity (++) shown by moderate cytoplasmic reactivity in >5% of the tumor cells; D: 
Strong ALK positivity (+++) shown by strong and granular cytoplasmic reactivity in >5% of 


the tumor cells. 


519 例 标本 采用 手工 IHC 检 测 ALK 融 合 蛋 白 阳 性 
率 为 11.37% (59/519)。 其 中 1+ 31 例 ,2+ 7 例 ,3+ 21 
例 。435 例 手术 切除 标本 ,ALK 融合 蛋白 阳性 率 为 
10.80% (47/435);84 例 活检 标本 ,ALK 融 合 重 白 阳 性 率 
为 14.12% (12/85)。 

2.4 ALK 融合 基因 蛋白 表达 与 临床 特点 的 关系 分 析 

519 例 标本 ALK 融 合 和 蛋白 表达 与 年 龄 .性别 .组织 
类 型 的 关系 ( 表 1)。 结 果 显 示 在 不 同年 龄 ,ALK 融 合 蛋 
白 表达 有 显著 差异 (P=0.048<0.05)。 阳 性 组 病例 中 ,年 
轻 患 者 (<60 岁 ,59.32%) 更 多 。 在 组 织 类 型 之 间 ,ALK 
融合 蛋白 表达 无 差异 (P>0.05) ,但 是 阳性 组 中 以 肺 腺 瘤 
最 多 (96.61%) , 仅 2 例 分 别 为 鳞 状 细胞 癌 和 腺 鳞 癌 , 均 
为 弱 阳 性 表达 (1+)。ALK 融 合 蛋白 在 不 同性 别 表达 无 
差异 (P>0.05)。 

2.5 手术 标本 ALK 融合 蛋白 表达 与 临床 特点 的 关系 分 析 

435 例 手术 切除 标本 ALK 融 合 基因 和 蛋白 表达 与 胸 
膜 侵犯 和 淋巴 结 转移 关系 ,分 析 363 例 浸 润 性 腺 癌 组 织 
亚 型 与 ALK 和 蛋白 表达 的 关系 。 结 果 显示 发 生 淋巴 结 转 
移 与 无 转移 病例 ALK 融 合 蛋 白 表达 存在 显 彰 差异 (P= 
0.014) , ALK 融合 蛋白 阳性 是 淋巴 结 转移 的 危险 因素 
[OR=2.188 (95% C.I:1.161~4.122) | ( 表 2)。ALK 融 


合 蛋 白 表 达 在 乳头 为 主 型 和 黏液 性 腺 癌 上 存在 差异 
(P<0.05, 表 3)。ALK 阳 性 表达 是 条 液 性 腺 癌 的 危险 因 
素 [OR=13.717 (95% C.I: 6.105~30.818) ] 。 虽 然 实 性 
为 主 型 和 非 实 性 为 主 型 之 间 ALK 融合 蛋白 表达 无 差 
异 ,但 是 实 性 为 主 型 ALK 阳性 率 为 23.08% (6/26) , 仅 
次 于 严 液 性 腺 癌 [54.84% (17/31)]。 
2.6 活检 标本 ALK 融合 蛋白 表达 与 临床 特点 关系 

84 例 活检 标本 ,分 析 ALK 融 合 蛋 白 表 达 与 年 龄 .性 
别 .组织 类 型 的 关系 。 结 果 显 示 ,12 例 ALK 融 合 蛋白 阳 
性 均 为 肺 腺 癌 , 其 余 组 织 类 型 ( 鳞 状 细胞 癌 、 腺 鳞 癌 、 淋 
巴 上 皮 瘤 样 癌 ) 均 为 阴性 表达 。 活 检 标 本 中 ,ALK 融 合 
蛋白 表达 在 不 同年 龄 ,性 别 均 无 差异 (P>0.05, 表 1)。 
2.7 比较 手术 切除 标本 与 活检 标本 

ALK 融合 蛋白 阳性 率 比 较 手 术 标 本 与 活检 标本 使 
用 手工 IHC 法 检测 ALK 融 合 和 蛋白 ,结果 显示 两 者 无 统 
计 学 差异 (P>0.05)。 手 工 IHC 方 法 也 适用 于 检测 活检 
标本 ALK 融 合 蛋白 表达 。 
2.8 手工 IHC 与 Vantana IHC FISH 一 致 性 比较 

手工 IHC48 例 阳性 病例 及 57 例 阴性 病例 进行 
Vantana IHC 检测 ,阳性 病例 中 27 例 为 Vantana IHC 阳 
性 ,阴性 病例 均 为 阴性 ( 表 4)。 以 Vantana IHC 作为 诊 
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表 1 ALK 融 合 基因 蛋白 表达 与 临床 特点 关系 


Tab.1 Correlation of ALK fusion protein expression with the clinical characteristics of the Patients 


Total Resected specimens Biopsy specimens 
Clinical characteristics 
ALK'(n=59) ALK (n=460) R ALK’'(n=47) ALK (n=388) Pp ALK’(n=12) ALK(n=72) Pp 

Age 0.048 0.101 0.206 

三 60 24(40.68%) 250(54.38%) 19(40.43%) 206(53.09%) 5(41.67%) 44(61.11%) 

<60 35(59.32%) 210(45.65%) 28(59.57%) 182(46.91%) 7(58.33%) 28(38.89%) 
Gender 0.527 0.298 0.526 

Male 34(57.63%) 245(53.26%) 28(59.57%) 200(51.55%) 6(50%) 45(62.50%) 

Female 25(42.37%) 215(46.74%) 19(40.43%) 188(48.45%) 6(50%) 27(37.50%) 
Histopathology subtypes 0.414' 0.801 0.497' 

ADC’ 57(96.61%) 416(90.43%) 45(95.74%) 359(92.53%) 12(100%) 57(79.17%) 

SCC 1(1.69%) 31(6.74%) 1(2.13%) 18(4.64%) 0 12(16.67%) 

EGG 0 6(1.30%) 0 5(1.29%) 0 1(1.39%) 

ASC” 1(1.69%) 7(1.52%) 1(2.13%) 6(1.55%) 0 2(2.78%) 


Fisher exact; "ADC: Adenocarcinoma; SCC: Squamous carcinoma; LCLC: Large-cell lung carcinoma; ASC: Adenosquamous carcinoma. 


表 2 手术 标本 ALK 融 合 基 因 蛋 白 表 达 与 临床 特点 关系 


Tab.2 _ Correlation ALK fusion Protein in surgical specimens 


with the clinical characteristics of the patients 


断 标准 ,手工 IHC 1+ 作 为 阳性 界 值 时 ,敏感 性 ,特异 性 
分 别 为 100% .73.08%;2+ 作 为 界 值 时 ,敏感 性 ,特异 性 
分 别 为 74.07% .96.15%;3+ 作 为 界 值 时 ,敏感 性 ,特异 性 


Characteristics ALK’*(n=47) ALK (n=388) 
Pleura 
Invasion 15(31.91%) 154(39.69%) 
Non-invasion 32(68.09%) 234(60.31%) 
Lymph node 
Metastasis 21(44.68%) 106(27.32%) 
Non-metastasis 23(48.93%) 254(65.46%) 


‘There were 404 cases with lymph nodes have been sent to exam. 


Be 分 别 为 62.96% .98.72%。 手 工 IHC 与 Vantana IHC 阳 


性 病例 行 受 试 者 工作 特征 (ROC) 曲线 , 线 下 面积 
(AUC) 为 0.86( 图 2)。 手 工 IHC 3+ 病 例 与 Vantana IHC 


0014 阳性 一 致 性 高 达 94.4%。 本 实验 随机 抽取 30 例 进行 


FISH 检 测 , 其 中 2 例 阳 性 病例 手工 法 IHC 均 为 强 阳 性 
(经 Vantana IHC 验证 均 为 阳性 )( 图 3) ,无 假 阴 性 结 
( 表 4)。 以 FISH 为 标准 ,手工 IHC 敏 感性 为 100% ,特异 


表 3 ALK 融 合 基因 蛋白 与 手术 切除 肺 腺 癌 组 织 亚 型 关系 


Tab.3 Correlation of ALK fusion protein with histological types of the tumors in the surgical specimens 


95% CI 

Histopathology pattern No. (n=363) ALK- (nz=44) P OR OO 

Upper Lower 
Lepic predominant 43 1(2.32%) 0.036 0.153 0.021 1.144 
Acinar predominant 199 18(9.04%) 0.048 0.528 0.278 1.002 
Papillary predominant 51 1(1.96%) 0.016 0125 0.017 0.930 
Micropapillary predominant 11 1(9.09%) 1.000 0.719 0.090 5;753 
Solid predominant 26 6(23.08%) 0.109， 2.361 0.892 6.244 
Enteric 2 0(0.00%) 1.000! 
Invasive mucinous adenocarcinoma 31 17(54.84%) <0.01 T3717 6.105 30.818 


'Fisher exact. 


为 FISH 阴 性 IHC 表 达 (1+)。 


3 讨论 


性 为 89.29%。 有 3 例 FISH 与 IHC 结 果 不 一 致 ,它们 均 。 合 D5F3 抗体 (中 国 国家 食品 药品 监督 管理 总 局 ， 


CFDA 认证 ) 检 测 ALK 融合 蛋白 ,阳性 率 在 3.4% ~ 
13.95%8 225。 在 本 实验 中 ,采用 手工 IHC 方 法 结合 
D5F3 抗 体检 测 ALK 融合 蛋白 ,阳性 率 为 11.379% (39/ 


ALK 融合 基因 在 非 小 细胞 肺癌 检 出 率 为 2.9%~ ”519), 与 HC 机 器 阳性 率 接近 。 并 且 以 Vantana IHC 为 
11.6%5 呈 ,免疫 组 化 方法 采用 罗氏 公司 Vantana IHC 结 ”标准 ,手工 IHC 阳性 界 值 定 在 1+ 时 ,手工 IHC 敏 感性 为 
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表 4 手工 IHC 与 Vantana IHC 一 致 性 比较 


Tab.4 Evaluation of the consistency between the results by manual IHC and Vantana IHC 


Manual IHC Vantana IHC+ Vantana IHC- Sensitivity Specificity FISH+ FISH- 

1+ 学 18 100% 73.08% 0 3 

2+ 3 2 74.07% 96.15% 0 0 

3+ 17 1 62.96% 98.72% 2 0 

0 57 0 25 
1.0] ROC curve i 100%, 尽 管 假 阳性 结果 较 多 导致 特异 性 稍 低 , 但 是 可 以 
i 避免 出 现 漏 诊 。 而 且 手 工 IHC 与 Vantana IHC 阳性 病 
例 AUC>0.7, 强 表达 的 病例 与 Vantana IHC 阳性 结果 具 
误 046] 有 高 度 一 致 性 ,说 明 D5F3 抗 体 无 论 采用 手工 方法 还 是 
5 wa Vantana 法 ,都 能 有 效 检 测 出 ALK 融 合 重 白 。 为 进一步 
验证 手工 IHC 准确 性 ,本 实验 随机 抽取 30 例 进行 FISH 
“3 检测 ,结果 表明 手工 IHC 强 阳性 表达 与 FISH 存 在 一 致 
ood 性 。 剩 余 3 例 不 一 致 病例 , 均 为 FISH 阴 性 IHC 低 表达 


0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
1-Specificity 
图 2 手工 IHC 与 Vantana IHC ROC 曲线 
Fig.2 The ROC curve of manual IHC and Vantana 
IHC. The blue line is the ROC curve of manual IHC 
and Vantana IHC, and the AUC of 0.86 suggests a 
good consistency. The green line is the reference line. 


pt 


i Be Yr ep 
3 手工 法 IHC,Vantana IHC 和 FISH 一 致 性 比较 

Fig.3 Consistency between among the 3 methods in a case presenting with strong ALK fusion protein expression. A: 
Manual IHC (Original magnification: x 200); B: Vantana IHC (Original magnification: x 200); C: FISH (Original 
magnification: x1000). 


验 还 比较 了 手术 切除 标本 和 活检 标本 IHC 结果 阳 性 
率 ,结果 显示 IHC 方 法 检测 ALK 融合 蛋白 在 两 种 标 
本 上 无 差异 ,说 明 IHC 方 法 也 适用 于 组 织 量 少 .肿瘤 
细胞 数量 少 的 标本 。 

本 实验 讨论 IHC ALK 融 合 蛋 白 表 达 与 临床 特点 的 
关系 ,结果 显示 ALK 阳性 多 为 较 年 轻 患 者 ,和 国内 外 研 
究 结果 一 致 的 。ALK 阳 性 组 (包括 手术 切除 和 活检 
标本 ) 病 人 ,96.61% 为 肺 腺 瘤 ,表明 ALK 融 合 基因 主要 
发 生 在 肺 腺 癌 病 人 。 手 术 切除 标本 ALK 阳性 以 舌 液 性 
腺 癌 多 见 , 早 前 有 研究 显示 "ALK 阳性 和 大 量 细胞 外 
黏液 . 季 状 结构 . 实 性 为 主 伴 有 印 戒 细胞 等 组 织 类 型 相 
关 , 本 实验 ALK 融 合 重 白 表达 在 实 性 为 主 型 无 统计 学 


(+) ,可 能 与 IHC 背 景 非特 异性 着 色 有 关 ,无 假 阴 性 结 
果 。 以 Vantana IHC 和 FISH 作 为 标准 ,手工 IHC 均 有 
较 高 敏感 性 特异 性 ,所 以 手工 IHC 方 法 可 以 推广 到 条 
件 不 足 的 基层 医院 ,作为 检测 ALK 融 合 重 排 的 筛 查 手 
段 。 不 过 本 实验 采用 FISH 验 证 的 病例 较 少 ,两 种 方法 
一 致 性 有 待 扩大 FISH 验 证 的 结果 进一步 确定 。 本 实 


差异 ,但 是 实 性 为 主 型 ALK 阳性 率 为 23.08% , 仅 次 于 
黏液 性 腺 癌 。 手 术 切 除 标 本 中 ALK 阳 性 是 淋巴 结 转移 
的 危险 因素 ,说 明 ALK 融 合 基因 和 蛋白 是 非 小 细胞 肺 瘤 
的 预后 指标 。 

另外 本 实验 手工 IHC 阳性 组 中 各 有 1 例 病 人 为 鳞 
状 细胞 癌 (1/19) 和 腺 鳞 癌 (1/7) ,尽管 数量 较 少 ,但 有 研 
究 指 出 鳞 状 细胞 癌 存 在 ALK 融合 蛋白 阳性 的 病例 。 
Calib 等 "对 40 例 鳞 状 细胞 癌 进 行 ALK 重 排 的 FISH 检 
测 得 出 鳞 状 细胞 癌 也 可 以 出 现 ALK 基因 融 合 重 排 。 
Wang“ 报 道 了 1 例 55 岁 鳞 状 细胞 癌 淋 巴结 转移 的 病 
人 ,FISH 发 现 ALK 融 合 基因 阳性 , 予 ALK-TKI 克 唑 替 
尼 治 疗 后 达到 长 时 间 的 部 分 缓解 。 所 以 尽管 目前 克 唑 
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替 尼 对 非 腺 癌 ALK 阳性 的 病人 疗效 需 进 一 步 探讨 ， 
但 是 对 这 类 病人 进行 ALK 融 合 基因 检测 是 有 必要 的 。 
鉴于 以 上 提 到 FISH Vantana IHC 检 测 成 本 较 高 ,手工 
IHC 检 测 ALK 融 合 蛋 白 可 以 对 这 类 非 腺 癌 的 病人 起 到 
筛 查 的 作用 。 

综 上 所 述 ,ALK 融 合 蛋 白 阳 性 的 病人 较 年 轻 , 组 织 
类 型 以 腺 癌 为 主 ,多 为 禁 液 性 腺 癌 亚 型 ,ALK 阴性 是 出 
现 淋巴 结 转 移 的 危险 因素 ,所 以 检测 ALK 融 合 蛋 白 能 
评价 患者 预后 效果 ,同时 非 腺 癌 的 NSCLC 也 应 当 进 行 
ALK 免 疫 组 化 的 得 查 ;手工 IHC 方 法 检测 ALK 融 合 基 
因 和 蛋白 较 经 济 . 易 操 作 , 不 受 肿 瘤 细 胞 数量 的 影响 ,应 用 
D5F3 抗 体检 测 , 阳 性 率 与 Ventana 方 法 接近 ,并 且 强 阳 
性 结果 与 Vantana IHC FISH 一 致 ,能 够 成 为 条 件 不 足 
的 基层 医院 进行 ALK 融 合 蛋 白 筛 查 的 手段 。 
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